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摘要 ， 通 过 调整 试剂 谢 量 及 实验 条 件 与 步 曲 ， 利 用 Wizard"* 基 大 组 DNA 纯化 试剂 盒 可 以 稳定 、 快 捷 地 提取 
单 只 轮 虫 的 DNA4， 以 提取 的 DNA 为 模板 . 利用 COI 工 通用 引物 , 扩 增 并 测定 了 萝 花 壁 屁 轮 虫 《Brachinnus 
calyciflorus ) CO 工 部 分 基因 的 序列 。 与 裙 皱 辟 尾 轮 虫 (B.plicatilis } COI 基 困 序列 比较 结果 表明 。 此 片断 确 为 
轮 虫 CQ IT 基因 片断 ， 从 而 证 明 使 用 本 方法 所 提取 单 只 轮 虫 痕 量 DNA 的 可 靠 性 。 
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点 bstract; Through adjusting doses of repgenta, Experimenlal condilions and procedure, we extracted DRNA from 
single roufer using Wizard™ genomic DNA purification kit, and sequenced partial CO I sequence of Brachiontws 
calyeiflorus using the extracted DNA as a templale. The obtained sequence shares high similarity with CO 1 sequence of 
B. plicatilis ,showing that it is really a CO I sequence of roufer species, which venfied the relialhlity of our method. 
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如 何方 便 稳定 地 获得 DNA 是 开展 微小 型 浮游 
生物 分 子 生 物 学 研究 所 必须 解决 的 难题 。 轮 生 是 一 
类 在 淡水 生态 系统 中 占有 重要 位 置 的 小 型 浮游 动 
物 , 体 长 一 般 在 100 ~ 500 nm。 有关 轮 虫 的 早期 分 子 
生物 学 研究 由 于 方法 限制 ,对 DNA 需要 量 相 对 较 
大 ,如 King(1989) 在 研究 不 同 地 区 窒 皱 辟 尾 轮 忠 
{Brackionus plicatilis ) 线 粒 体 DNA 限制 性 内 切 酶 图 
谱 时 ,每 个 样本 轮 虫 的 用 量 为 2~ 3 ge 为 获得 足 量 
的 试验 用 DNA, 需 要 八 工 培养 轮 虫 ,不 仅 耗 费 大 量 
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人 力 和 时 间 ,而 且 迄 今 为 止 许 多 轮 果 种 类 的 培养 方 
法 还 没有 确定 ,限制 了 轮 虫 分 子 生 物 学 研究 的 发 展 。 
PCR 技术 的 出 现 , 使 实验 对 模板 DNA 的 需求 量 大 大 
降低 ,推动 了 轮 生 分 子 水 平 的 研究 ( Walsh, 1993; 
Walsh & Strakweather, 1993;Cémez & Carvalho .2000; 
Gomez ert al., 2000; Welch, 2000, 2001; Welch & 
Meselson, 2000; Martin et ol., 2000). G6mez 久 
Carvalho ( 2000) 和 G6mez ef al. {2000) 采 用 
Chelex100 树脂 提取 单个 轮 虫 的 DNA, 扩 增 了 初 争 辟 
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尾 轮 虫 线 粒 体 部 分 片段 ,并 利用 部 分 沿 卫 星 序 列 对 
轮 虫 种 群 和 休眠 孵 库 遗传 结构 变化 进行 了 分 析 。 然 
而 采用 Chelex 树脂 提取 方法 ,因为 提取 过 程 中 强烈 
的 剪 切 力 , 所 获得 的 DNA 容易 断裂 (Leuthecher， 
20001、 作 者 拟 对 常规 的 提取 技术 作 一 些 改进 , 旨 在 
找到 -- 种 较为 温和 的 方法 以 提取 单 只 轮 虫 的 DNA， 


1 材料 与 方法 


1.1 样品 采集 

用 25 号 浮游 生物 网 在 武汉 东湖 采集 轮 虫 样本 ， 
在 显微镜 下 挑 出 典型 的 苯 花 臂 尾 轮 虫 ( Brachionus 
calyciflorus ) ,自来水 冲洗 2 遍 , 放 置 过 夜 ,以 去 除 其 
体内 类 便 和 藻类 。 然后 单 只 放 入 装 有 0.2 mL 无 菌 
水 的 离心 管 中 , 液 氮 保 存 。 样 品 带 回 实验 室 -70 和 
保存 : 

1.2 单 只 轮 虫 DNA 的 提取 

本 实验 使 用 的 试剂 盒 为 WizardIM 基 因 组 DNA 
纯化 试剂 盒 (Promega ,USA )。 为 了 能 够 更 好 地 提取 
轮 虫 DNA ,我 们 在 如 下 了 几 个 方面 进行 了 改进 :大 大 
缩小 反应 体积 ;改变 裂解 温度 ;沉淀 时 加 入 一 定量 的 
糖 原 助 沉 , 在 室温 沉淀 前 - 70% 保存 15 min; 省略 了 
去 除 RNA 的 步骤 。 上 具体 实 验 步 又 如 下 : 

将 轮 虫 从 - 30 所 冰箱 中 取出 ,在 -20%C .4 乞 梯 
度 融 化 ,500 g 离心 1 min, 在 显微镜 下 用 移 液 器 小 心 
吸 去 上 层 水 ,加 入 30 yrL 预 冷 的 核 裂解 液 ,37% 水 浴 
30 min, 室温 冷却 5 min, 加 入 10 kL 预 冷 蛋 白 沉 演 
液 ,这 时 在 管 中 会 出 现 白 色 沉 淀 ,剧烈 震 萝 10 s, 沉 
淀 大 量 增 多 ,在 4 放置 2 min, 然 后 18%C .15 000 区 
离心 5 min; 吸 取 上 清 沪 到 新 离心 管 中 , 加 入 等 量 异 
再 醇和 0.4yL 糖 原 (20 mg/mL, Sigma ,USA ) .室温 沉 
淀 30 min,15 000 g 离心 10 min, 这 时 在 离心 管 底部 
会 出 现 白色 或 者 褐色 沉淀 , 弃 去 上 清 液 ,干燥 后 加 入 
30 41L70 针 乙醇 ,15 000 g 离心 5 min, 室温 干燥 20 
min, 加 入 10 pL 无 菌 水 溶解 。 

1.3 PCR 扩 增 

PCR 反应 总 体积 为 10 wvL, 反 应 体系 为 : 50 
mmolL Tris-HCL (pH 9.0,25C),10 mmol/L KCl, 
0.1% TritonX-100,2 mmolzL MgCl,4 种 dNTPs 各 
0.2 mmol/L,2 种 引物 各 2.5 pmol,0.2 U Taq 酶 
(TaKaRa,Japan) ,模板 册 量 分 别 为 1 pL.2pL 和 3 
PEL， 

PCR 反应 程序 为 :9$%C ,5 min; 然 后 929 ,15 s， 
s0Y ,20s,72 避 ,1 min, 共 40 个 循环 ;72 延伸 10 


min .引物 序列 为 TCO T4900(5'- GGTCAAAT - 
CATAAAGATATTGG - 3') 和 LLO2198 (5 - 
TAAAUTTCAGGGTGCACCAAAAAATCA — 3°) {Folmer 
et a .,1994). 
1.4 PCR 产物 纯化 和 序列 测定 

PCR 产物 使 用 ConcertI 核 雄 纯化 系统 (Life 
Technologies ,USA ) 进 行 纯化 。 将 纯化 的 PCR 产物 连 
接 在 pGEM-T 载体 上 克隆 。 使 用 ABJ PRISM310 测 
序 仪 测序 ， 得 到 座 列 与 Genbank 中 已 有 序列 进行 同 
源 性 比较 . 


2 结果 与 讨论 


PCR 结果 表明 ,用 1 wl 从 单 只 昔 花 臂 昆 轮 虫 
(B8.calyciflorus ) 提 取 的 模板 DNA 即 可 扩 增 出 单一 
的 条 带 , 随 着 模板 量 的 增加 (从 14l 到 3pL), 扩 增 
条 带 的 亮度 逐渐 增加 (图 1)。 扩 增 所 得 苯 北 臂 昆 辊 
虫 CO 工 基因 序列 长 度 为 714 bp 将 所 得 序列 与 
Cenbank 中 补 皱 璧 尾 轮 虫 (已 .pficatilis )CO 工 序列 进 
行 比较 (图 2) , 共 比 较 了 635 bp ,相似 性 为 80 处 、 扩 
增 序列 中 没有 化 止 密码 子 ,没有 移 码 突变 ,这 表明 所 
得 片段 确 为 苯 花 臂 尾 轮 虫 CO 工 的 部 分 序列 ,提取 的 
DNA 为 轮 虫 的 DNA。 

由 于 单 只 轮 虫 的 DNA 量 太 少 ,无 法 在 琼脂 糖 
凝 胶 和 紫外 分 光 光 度 计 下 检测 到 。 为 了 能 够 观察 到 
所 提取 DNA 的 长 度 ， 我 们 使 用 本 方法 从 10 只 警花 
臂 尾 轮 虫 中 提取 了 DNA 进 行 凝 胶 检 测 ,结果 表明 





图 | 从 单 只 要 花 臂 尾 轮 虫 提取 的 不 同 浓度 模板 DNA 的 
PCR 扩 增 带 

Fig.] The PCR profile with different template concentrat- 
ions of extracting DNA from single ronfer Brachi- 
Onus ralyciflorus 
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LILII11111111111I111222222222222 
122333444555666778889900222334566777899001122344456 
69514346358178079581473817069251615147325171925103951 
COL ACTACGCCCCGACCTCTAGCACCTCCCGTACTTTGGAGATGTGCTTCGTACCG 
AS TTCTTTTATAAGTTATAGTATTTATTTAATTCCCACTATCACTTAATAAGTTA 


22222222233333333333333333333334444444444444444555555 
67788999900111233455566667788890001244457888999000011 
40667124703578469217903783803981450715731013268145707 
COI GGCCTGTGCCTGCCCGCAGTCTTGCGTTTGCCCCTCCCTTTGGCCCGCGAGTA 
AS TTTTAACTTAATTTATTTTAGACAGAAACTATTTCTTTAAAAATTTATATTAG 


53555555555555566666 
2233333455677800022 
5812578989739203914 
COITGTGCCCAGTGCGCTTCAC 


AS CAAATATCACTTATCCTTA 


图 2 获得 的 更 花 辟 尾 轮 虫 扩 增 序列 《4S) 与 初 争 辟 尾 轮 虫 COI 序列 《COI ) 的 比较 
Fig.2 Comparison between the obtained CO I sequence of B. calyciflorus (AS) and CO sequence of B. plicatilis (COT 


所 得 片断 长 度 在 10 kbp 以 上 。 

本 实验 结果 表明 单 只 轮 虫 1710 的 DNA 就 足以 
胃 作 PCR 扩 弄 的 模 斩 。 由 此 推断 ,使 用 本 方法 有 可 
能 从 个 体 比划 花 臂 尾 轮 虫 更 小 的 轮 虫 如 异 尾 轮 虫 体 
内 提取 足够 的 DNA 进行 PCR 扩 增 ,从 而 为 开展 异 
尾 轮 虫 等 小 型 轮 虫 分 子 水 平 上 的 研究 提供 新 的 手 
县: 

另外 在 实验 中 我 们 发现 . 轮 虫 的 保存 方法 对 
DNA 提取 的 影响 很 大 .我们 用 冰冻 ,70 经 酒精 和 摇 
尔 马 林 来 保存 轮 虫 ,结果 只 能 从 冰冻 保存 的 轮 虫 中 
得 到 DNA。 因 此 用 本 方法 提取 DNA 时 ,样本 应 当 
冰冻 保存 。 在 融化 的 过 程 中 ,如 果 直 接 将 轮 虫 从 - 
70 和 冰箱 中 拿 到 室温 融化 ,将 会 造成 轮 虫 细胞 破裂 ， 
从 而 影响 DNA 的 提取 ,因此 在 融化 时 应 当 采 用 - 
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获得 高 质量 的 模板 DNA， 是 进行 PCR 反应 的 
基础 。 用 以 上 介绍 的 方法 ,我 们 能 够 稳定 地 从 单 只 
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进行 研究 。 
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